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現在 ， ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細胞 くn atu r alkiller c e11s， N KI お よ び リ ン ホ カイ ン 活性化 キ ラ ー 細胞
tlym phokin e a ctiv ated kille r c ells， L A Klが 臨床応用 さ れ て い るが ， これ らの 細胞の 腰瘍細胞 に対 す る
細胞傷害活性 は特異的で は な い と 一 般 に 考 え られ て い る ． 一 方
， 特異的細胞傷害性 丁細胞くcytoto xic T
lym pho cyte s， C T LJ は腰瘍細胞特異的で ， しか も L A K細胞 よ り高 い 細胞傷害活性 を有する こ と か ら ，
C T L療法 は胃胤 大腸癌患者 に 対 す る有効 な養子免疫療法 に な りう る と 期待 され て い る ． そ こ で 本研
究で は ， C T L を生体外培養刺激系くin vitro s e n sitizatio n，I V Slで 誘導 し， N Kお よ び L A K細胞 に よ
る細胞傷害活性 と C T L細胞に よ る 細胞傷害清性の 性状 の相違 を明確 に する と と も に
．
C T L誘導の 至適
培養条件 を求 める こ と を目的と した ． ま ず刺激細胞と して L A K で は傷害さ れ ない 非自 己 ヒ トリ ン パ 球
を 用 い る リ ン パ 球混合培養法 くmix ed lym pho cyte c ultu r e， M L Cl を C T L誘導の モ デ ル と し検討 し
た ． 予備実験 で ， 遺伝子組換 え型 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2 くre c o mbin a ntinte rle uk inー2， rlL．21 を 1000ul
ml の濃度 で培養 6 日目 に 添加す る と効果的に C T L が誘導さ れ る こ と が 分か っ た ． また細胞傷害活性が
高値 を示 す の に 要す る 培養 日数 は ． N K活性 およ び LA K活性 と C T L溶性 と の 間 に明 らか な差異 を認
め ， C T L誘導 を効果的に 行う に は25旬 30日の 培養が最適 で あ っ た ． こ の と き誘導さ れ た リ ン パ 球 の 表
面抗原 を解析 した 結果
， 培養初期に は ヘ ル パ ー T 細胞 の 増加 を認 め ， そ の 後 は次第 に C T L酒性を有す
る サイ ト ト キ シ ッ ク T細胞 が誘導さ れ る と推察さ れ た ． 上 記の 至 適培養条件 の もと で培養継代胃癌細胞
株や手術時 に 採取 した 自家新鮮消化器病腫瘍細胞 に 対す る C T Lの 誘 導を rI L．2 の 存在下 で 試み たと こ
ろ ， 27日間 の 培糞 で 誘導さ れ た CTL は凍結保存 し た自家腫瘍細胞 に 対 し て 強い 細胞傷害活性 を持 つ よ
う に な っ たが ， 他の 培養腰 癌細胞 に 対 し て は軽度の 細胞傷害活性 しか 有し な か っ た ． 一 方 ， 消化器病組
織よ り分離 し た腫瘍浸潤リ ン パ 球くtu m o rinfiltratinglym pho cyte s， TI Llを rI し2の 存在下で培養し た
と こ ろ ， 自家腫瘍細胞に 対 す る 活性 が誘導 でき た が ， 同時 に 他の 培養腫瘍細胞 に 対 して も同程度の 細胞
傷害活性が認 め られ ， TI Lの 自家癌特異的細胞傷害活性は確認で き な か っ た ．
Key w o rds cytotoxic T lym pho cyte s， in vitro s en sitization， mixed
lympho cyte cultu re， inte rle ukin －2， adoptive im munotherap y
近年
， 遺伝子 工 学や 細胞工学 の 進歩に 伴 い 各種 の サ ン タ 一 口 イ キ ン 2ー tr e c o mbin a nt inte rleukin －2，
イ トカイ ン遺伝子 が 単離さ れ そ れ ら の 産 物 が 大量 に 産 rIL．2ナに よ っ て活性化さ れ た キラ ー 細胞 Oymphokin e
生さ れる よう に な り
，
悪 性腫瘍 に 対 し て サ イ トカ イ ン activ ated killer c ells． L A Kl を担癌患者に 移入 する 養
を用 い た 免疫療法 ， お よ び生体外 で遺伝 子組換 え型 イ 子免疫療法1I2Iが行 わ れる よ う に な っ た ． 一 方 ， こ れ ら
Abbreviatio n s ニB R M
， biologic al r espo n s e m odifiers言 C D， Clu ste r of differe ntiationニ
C TL， CytOtO Xic T lym pho cytes三 EノT r atio， effe ctorノtarget r atio三 F C S， fetal c alf s er u町
IL－2， interle ukin－ 2三工V S， in vitr o s en sitizatio n妄 L A K， 1ym phokine activ ated killer cells言
M H C
， m ajo r histo c o mpatibility c o mple x三 M LC， mix ed lympho cyte cultur eニ M M C，
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の 非特異的免疫療法に 代 わ り ， 自 己腫瘍細胞 を選択的
に 傷害す る特異的細胞傷害性 丁細胞 くcytoto xic T
lym pho cyte s， C T LJを用 い た特異的免疫療法 は ， よ り
有 効な 治療法 に なり う る と注目 を集 め つ つ あ る ． 腰 痛
感作 T リン パ 球の 移入 が マ ウ ス の 実験腫瘍系 の 治療 に
有効 で あ り腫瘍の完全消失を認 め る場合 も あ る こ とが
数多く報告3ト 91さ れ て い るが ， ヒ ト C T Lの 臨床応用 に
関 して の 報 告例 は少な い o C T L を臨床応用 す る た め
に は
，
担癌患者 よ り入 手し た リ ン パ 球 を 生体外 の 操作
で特異的腰瘍傷害活性の 高い 細胞 に 誘導 し増殖 させ る
こ と が 必要不 可 欠で ある が ． C T Lの 誘 導条件 の 検討
は マ ウス で の 報 告 に 比 して と 卜 で は 未 だ 不 十分 で あ
る ．
そ こ で 本研究 で は 生体外 培養 刺 激系 くin vitr o
Sen Sitization ，IV SI で 消化器系癌患者の 胃癌 ， 大腸癌
細胞 に 対す る特異的腰痛傷害活性を有す る C T Lの 効
果的誘導が可能 な培養条件 に 関す る 基礎的検討を行 っ
た ． す な わ ち C T L誘導の モ デ ル と して ， 抗原刺激細
胞 に LAK 細胞 で は傷害 され な い 非自己 ヒ ト リ ン パ 球
を 用 い る リ ン パ 球 混 合培養法 くmix edlym pho cyte
C ultu r e， M LCl を用 い て 至適培養条件を検討し た ． さ
ら に 自家腫 瘍細胞 に対 して も 同様 に C T L が誘導可能
と想定 して 求め た至 適培養条件 に て 自家腫瘍細胞 に 対
す る C T L を誘導を した ．
材料お よ び 方法
I ． リ ン パ 球 ， 腫 瘍細胞の 分 離と 調整
1 ． 末梢血リ ン パ 球くperiphe r al blo od lym pho cyt－
e s， PBU の 分離
健常人 は 早朝空腹時に ． 担 癌 患者 は 手術直前 に
50へ 60ml の ヘ パ リ ン 加採血を行 い ， Fic olトHy paque
液 く比 重 1 ． 0 7 7I くLymphopr ep， Nyc o m ed， Oslo，
No r w ayナ上 に 静か に 重層 させ ， 400X g 室温 で 30 分遠
心 し た 後中間層 を採取 し た ． 得 ら れ た 単核 球 を
Ha nks 液で 2回 洗浄 ， R P M I－1640液 くGibc o， Gr a n
Isla nd， Ne w Yo rk， U．S．A．い こ ペ ニ シ リ ン 10 0JL gl
ml
．
カ ナ マ イ シ ン 100ノノgノml， フ ァ ン ギ ゾ ン 0．1声 gノ
ml お よび 非働化牛胎児血清tfetal c alfs er u m， F C Sl
を10％濃度に 加 え た培養液く10％F C S加 R P M I－1640
借地ラ で 1 回洗浄 し リ ン パ 球分画を得た ． 次 い で10％
F C S加 R P M I－1640培地中に 2xlO6lmlの 細胞数に 浮
遊さ せ ． 6 穴平底 マ イ ク ロ プ レ ー トくFalc o n， Ox nard，
Califo r nia， U ．S．A ．J を用 い て培養 し た ． 培養は い ずれ
も37
0
C ， 7％C O2下 で 行 っ た ．
2 ． 腫瘍 細胞 お よ び 腫瘍浸潤 リ ン パ 球 くtu mor
infiltr ating lym pho cyte s， T ILI の 分離
手術時無菌的に 摘出し た胃癌 お よ び大腸癌組織よ り
腫瘍組織 を採取 し， 健常組織 ， 壊死 組織 を除去 ， 抗生
物質を含 む Ha nks 液 で 洗浄後 ， メ ス ， 眼 科用 ハ サ ミ
で 1m m3程度の 大き さ に な る ま で細 切 した ． 次 い で コ
ラ ー ゲ ン 組 織 消化酵 素 コ ラ ゲ ネ ー ス くc ollage n a se
ty peI－S， 2m gノml， Sigm a， St． Lo uis， U ．S．Alお よ び
D N A分解酵素 D N エ ー ス くD Na s ety peI， 0 ．4mgl
ml， Sigm aJを含 む Ha nks 液 中に 締切 し た組織 を浮遊
さ せ3 7
0
C で 1時間獲拝 し た ． 得 られ た細胞浮遊液をナ
イ ロ ン メ ッ シ ュ に 通過 さ せ単個浮遊細胞 を調整 した ，
癌 性胸水， 腹水 は無菌的 に 採取後 200x g， 5 分間遠心
して細胞分画を得た ． TI Lと 腫瘍細胞を分離す る目的
で
， 細胞 浮遊液 を3 回 洗浄 し ， Fic ol トHypaqu e 比 重
遠 心法 を20
0
Cで 400x g， 30分間施行 し た後 ， 中間層を
採取 しさ ら に10 0％と75％の Fic ollTHy paqu e2段階不
連続密度勾配法く20
0
C， 400x g， 30分間I で 腫瘍細胞に
富む 分画と TIL に 富 む 分画に 分離 し た ． TI Lは10％
F C S加 R P M ト1640培地中 に 2xlO
6ノmlの 細胞数に浮
遊 さ せ た ． 腫瘍 細胞 に 富 む 分画 は ， さ ら に 25％ ，
15％ ， 10％ の Pe r c ollくPha r m a cia， Up psala ，Sw ed．
e可 3段階不 連続密度勾配遠心法く2 0
0
C ， 25X g， 7分
間I に よ り腫瘍細胞を純度90％以 上 に し た ． 単離 した
腫瘍細胞 を 5x lO5c e11sJIml の 細 胞数 で 20％F CS加
A I M－ V 培地くG ibc ol に 浮遊さ せ 凍結保存も しく は培
養し刺激細胞 お よ び標的細胞 に 供 し た ． 腫瘍細胞の 培
養は37
0
C， 7 ％C O2下 で 行 っ た ．
3 ． 牌臓 リ ン パ 球くsple e nlympho cyte s， SU の 分離
術中無菌的に 採取 し た牌臓 を Ha nks 液中で 眼科用
ハ サ ミ を 用 い て細切 し ， 金 属 メ ッ シ ュ くN B C 工業， 大
阪1で細胞浮遊液 を濾過 し た後 ． Fic olトHypaqu e比 重
遠 心法 に よ り リ ン パ 球 分画 を得 た ． 次 い で 10 ％FC S





た ． 培 養は い ず れ も370C 7％C O2 下で 行 っ た ．
な お ， 培 養液交換 は 5 日 ごとに 行 い
，
細胞数の 算定
は トリ バ ン プ ル ー 生体染色法 に よ り 顕微鏡下で 行 っ
た ．
工I ． C T Lの 誘 導法
1 ． 非 自己 ヒ トリ ン パ 球 に 対 す る C T Lの 誘導は
mito mycin Cニ N K， n atural killer c ellsニ PBL， pe ripher al blo od lym pho cytesニ P H A，
phytohem ag glutininニrIL－2， r e C O mbin a ntinte rle ukin－2三S L， Sple e nlym pho cyte sニ SIR r atio，
Stim ulato rlr espo nder r atioニ T IL， tu m O rinfiltr atinglym pho cyte s
特異的細胞傷害性丁細胞の 誘導
ML C で以下の よ う に 行 っ た ． ま ず， あ る健常 人 よ り
分離 し た P B Lを マ イ ト マ イ シ ン C くmito mycin C，
M M C， 協和醸酵 ， 東京I50jL gノml含 む 10％F C S加
R P Mト1640倍地中に 1 へ 2x lO7ノml の細胞数 で 浮遊さ
せ3 7
O
C3 0分間処 理 し て 抗原刺激 細胞 くstim ulato r
c ells と した ■ 次 に 他 の 健常人 また は 胃 ， 大腸 癌患者
か ら得られ た PB L を反応細胞 くr e spo nde r c ells と
し ， 抗原刺激細胞対反応細胞比 くstim ulato rlr e spo nd－
著 er r atio， SIR ratioJ l11の 割 合 で 10％ F CS加
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7％C O2の 条件下 で 静置培養 し た ． 添
加する rI し2くS－6820， 塩野義製薬， 大阪Iの効果 は ，
10ル 10000u JImlく旧単位 ， 1u は 0． 7JRU に 相 当 す
るI濃度 の rI L－2 を培養開始 日 に 培養液 を加え る か
，
また は培葦 3 日目 ， 培 養 6 日目 あ る い は培養 9 日目 に
10000uノml濃度の rI し2を培養液 に 加 え る こ と に
よ っ て誘導さ れ る作働細胞 くeffe cto r c e11sl の 細胞傷
害活性 に て 調 べ た ．
2 ． 腫瘍細胞 に 対 す る C T Lの 誘導
健常人 ま た は 胃癌 ， 大腸癌患者 か ら 得 ら れ た P B L
を反応細胞 と し ， 手術時 に 得ら れ た新鮮腫瘍細胞 ま た
は培養継代胃癌細胞 GC O22588を抗原刺激細胞 と し
て r工し2 の 存在下で混合培養 を行 っ た ． 抗原刺激細胞
と し て 用 い た 腫瘍 細胞く6へ 1 2xl O6c ellsIは M M C
lOOJL glml 含 む 1 0％F C S加 R P M I－1 640培地中で
1旬 2xlOソmlの 細胞数に 浮遊 させ ， 37
0
C， 60分間処理
し Ha nks 液で 3 回洗浄 した ． 次 い で こ の 抗原刺激細
胞に健常人 ま た は担癌患者 の P B Lを反応細胞 と し て
SIR r atio l110で 混合 し ， さ ら に rI し2を 1000ulml
濃度で 添カロし た ． 培糞 は37
0
C， 7％C O2下 で 静置培養
し， 生細胞数お よ び細胞傷害活性 を経時的 に 測定 し
た ．
なお 培養継代胃癌細胞 G C O2258 8， G C lO1488お よ
び G C121288 は高知 医科大学
， 免疫学教室 ， 藤本重 義
教授の 御厚意に よ り供与 を受 け た ．
I王I
． 細胞傷害活性 の 測 定
ナチ ュ ラ ル キ ラ ー くn atu r al killercells， N KJ 活性は
E．562く継代培養 し た ヒ ト赤白 血病細胞由来 の 細胞
衡 を標的細胞くtarget c ellsI と し て ， L AK 活 性 は
Daudiくヒ ト バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 由来の 細胞閑 を標的
細胞と して
，
また C T L活性 は抗原刺激細胞 に 用 い た
腫瘍細胞 ま た は リ ン パ 球 を標 的細胞 と し て 4 時 間
51Cr 遊離試験く4hr spe cific 5tIr rele a se a s s ayンに て 測
定した ． リ ン パ 球 を標的細胞 と す る場合 は植物凝集素
フィ ト へ マ グル チ ニ ン くphytohe m ag glutin in，P H AJを
添加培養 し芽球化 させ た ．
ま ず ， 刺激培養 し た リ ン パ 球 を 2xlOソml に 調整
し
，
96穴 U底 マ イ ク ロ プ レ ー トくFalc o nJに 100ノバ ず
つ 分注 し作働細胞と した ． そ し て 5xlO5c ellsノmlに 調
整 し た K－562， Da udi， 腫瘍細胞 お よ び芽球化 リ ン パ 球
の 浮 遊液 に 1 0 0JLl の Na2CrO．， 2m ciノml くNe w
Engla nd Nu cle a r， Bo sto n， M a ss a chu s etts， U ．S．A ．1を
加 え ， 370C ， 5％C O2下 で 1 時間反応さ せ た ． 次 い で
3 回 Ha nks 液 で 洗浄 し た 後 1 0％F C S加 R P M I－
1640培地 に 浮遊 さ せ 1xlO5c ellsノml の 細胞数 に 調整
後， そ の 100メイ1 を各作働細胞に 加 えた ． こ の 条件 で作
働細胞対標 的細胞 比 くeffe ctorJta rget r atio ， EIT
r atiol は20J11 と な る． 各 プ レ ー ト を37OC
，
5 ％C O2 下
で 4 時間反 応後
， 各穴の上 清100ル1を採取 し上 清中に
放出 さ れ た 5でr 量 を オ ー ト ウ エ ル ガ ン マ ー カ ウ ン
タ ー A R C 501くア ロ カ ． 束 刹 を用 い て 測定 し， 下記の
計算式 に も と づ い て N K活性値 ， L A K活性値 お よ び
C T L活性値 を算出し た ．






Cr最大放出量 は 5tIr 標識標的細胞 に は 1 旬 2 ％ト リ
ト ン XlOOく和光 ， 大愕釘 を100ノ上1加 え溶解 させ た後の
上 清中の
5
Cr 量 で 示 した ． 標 的細胞か ら の 51Cr 自然
放出量 は ， 10％F C S加 R P M I－1640培地 を100JJl加 え
37
0
C， 5％CO2下 で 4 時間培養させ た後の 上 清中の値
で ある ．
IV． 作働細胞 の 細胞表面抗原 の 解析
ヒ トリ ン パ 球 に 対す る各種 モ ノ ク ロ ー ナル 抗体 を 用
い た リ ン パ 球亜 分画の 検討 を行 っ た ． ヘ パ リ ン加全血
5 0JLl に リ ン 酸緩衝生理 食塩水くphosphate buffe r ed
S alin e， P BSJ で 希 釈 し た 螢 光 色素 tflu o r e sc ein
isothio cya n ate， FI T Cン標識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 50
月1 を加 え混和後 ， 水中 で30分反 応さ せ た ． 次 い で 反
応液 に 赤血 球溶解用 試薬 く1ysing r e age nt， 和 光l を
1ml添加 し ． 15分 間室温 で 反応さ せ た ． 赤血 球 の 溶血
を目視 に て 確 認後 ， レ ー ザ ー フ ロ ー サイ ト メ ー タ ー
FCM －1く日本分光 ， 東京ナを用 い て ， 螢光細胞数 を測定
した ． 螢光色素標識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 は ， ヒ ト白血
球表面抗原分類 くclu ster of diffe r entiatio n， CDl の
C D 3抗原く末梢血 丁細胞の マ ー カ ーI を認識 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 O K T 3， C D 4抗原 くヘ ル パ ー ノイ ン
デ ュ ー サ ー T細胞の マ ー カ ー 1 を認識す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体 O K T4， C D 8抗原 け プ レ ッ サ ー lサ イ ト トキ
シ ッ ク T細胞の マ ー カ ー 1 を認識す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 O KT8 くOrtho Diagn o stic System ， Ra rita n，
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Ne wJersey， U ．S．A．1を用 い た ． ま た C D 8抗原陽性細
胞 に 対す る 二重染色解析 を行う た め C D llb抗原 を認
識す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 M o I くCo ulter， H iale ah，
Florida， U ．S ．A ．1 を用 い た ．
V
． 測定値の 有意差検定
以 上 の 実験群 の値 は平均値 士 標準偏差 くm e a n士
S．D ．ナ を も っ て示 した ． 同 一 症例 に お け る 2群間 の平
均値 の 有意差検定 に は ， 対応 の ある標本 の t 検定 を用
い
， また他群間の有意差検定 に は ， 等分散 の F検定 を
行い ， 必 要に応 じて Welch の補 正 を行 っ たあ と ， 対応
の な い 場合の t 検定 を行 い ， 危険 率 5％以下 を有意差
あり と判定 した ．
％Cyt o t o xiく3itY
Fig． 1． T he cytoto xic a ctivity of I V Seffe cto r
c ells afte r ll day c ultu r e． P B Ls fro m 8
m ale s a nd 2 fe m ale s of he althy adults w ere
c ultu red with o n ete nth n u mbe r of G C O22 588
tu m o r c e11s in the pre senc e of l OO Oul ml of
rIL．2． Tu m or c ells w e repr etre ated with lOO
JL gl ml M M C， 3 7
9
C， 1hr． T he cytoto xic
a ctivitie s again st G C O22588， K
－562， Da udi， G C
lO1488a nd G C 121 288w e rete sted by u sing
spe cific
51Cr r ele a s e a ss ay fo r 4hr s at EIT
r atio of 20Jl． Ea ch data sho w s m e an士S．D ． ．
成 績
工 ． 株化腫瘍細胞 に 対 す る C T L誘導
男性 8名 ， 女性 2名 の 健常人 の P B Lを用 い て 培養
胃癌細胞 G C O22588に 対 す る C T L誘導に 際 して ， 現
在報告さ れ て い る方法に 従い 11日 間の I V Sを試みた ．
誘導さ れ た リ ン パ 球 の G C O22588に 対 す る 細胞傷害
活性は培養11日後に 23．5 士1 7．1％で あ っ た ． し か し同
時 に 測定 した K 巧62に 対 す る 細胞傷害活性くN K活
性1 は60．1 士2 2．9％ Da udi に 対 す る 細胞傷害活性
くL A K活性1 は29．7 士14．0％ を示 した ． 従 っ て ， こ の
11 日間 の培養 で は腫瘍細胞傷害活性ばか りで はな く，

























0 10 20 3 0 4 0 5 0 6 070 8 0 9 0 1 00
％ CYtOtOXicitY ag8h1 9t D8Udicell8
Fig． 2． The chara cte riz ation of the cytotoxic
lym pho cyte sstim ulated with allogenic hu m a n
ga stric c a n c e r c e11 1in e， G C O22588． T he
CytOtO Xicity again st G C O22588c ells c o r related
Singnifica ntly with that obs e rv ed with Da udi
C e11sくr こ 0．769， pく0．051．
Table l， Co r relatio nbetw e e n cytoto xic a ctivitie s of ll day rv Se鮎 ctor cells
fro m P B Ls fro m 8 m ale s a nd 2 fbm ale shealthy adults again st K－5 62，
Da udiand G C O2 258 8c ells
Targetc ens E霊慧 Re苧器io n tvalu e p valu e
E－562a nd Da ndi O．4 19 Yニ35．0 3＋0．98 3 X l．13 7 N S
E－562a nd G C O2 25 88 0．42 1 Yニ 7．7 6＋0．2 6 2 X l．130 N S
Da udia nd G C O2 25 88 0．7 69 Yニ0．57 7＋0．92 9 X 2．94 7 pく0．05
T he cytotoxic a ctivitie s w e r edeter min ed at ll day cul ture． T he cytotoxic
a ctivity of lym pho cyte s stim ulated with GC O2 2 5 88 c e11s c o r related
Sig皿脆c a ntly with the cytoto xic activity of I．A KくDa udiJくrこ0．769， Pく0．05l．
W hile the cytoto xic a ctivity again st G C O22 5 88c ells w a s n ot r elated to N K
くE－562Ia ctivityl An d N Ka ctivity w a s n otals o r elated tothat of L A K
特異的細胞傷害性丁細胞 の 誘導
ら か に な っ た く図1J． L A K活性と G C O22588細胞傷
害癌性の相関関係 を調 べ た と こ ろ ， 相 関係数0－7 69の
有意くpく0－0引 な正 の相関 を示 したく図21． L A K活性
と NK 活性 は相関係数0． 41 9， N K 活 性 と G C
O2 588細胞傷害活性 は相関係数0．421 で それ ぞ れ有意
な相関関係 は認 めな か っ た く表 11，
工工 ． 非自 己 ヒ トリ ン パ 球に 対 す る C T L誘導
C TL 誘導の モ デ ル と して M L Cに て非自 己 ヒ ト リ
ン パ 球に 対 す る C T Lの 誘導 を行い 至 適培養条件を検
討した ．
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1 ． rI し2の 添加条件
ま ず予 備実験と し て r工し2 の添加条件 に つ い て検討
し た ． 健常人 5名の P B Lを反応細胞 に 用 い M L Cに
て非自己 ヒ ト リ ン パ 球 に 対 す る C T L誘導 を行 う際
に ， 培養開始 日 に r王L－2 を 10ulml， 100uJ
I
ml， 100 0ul
ml お よ び 10000uノml 濃度の 添加 した群 を作製 し， 各
rl し2濃度の 培養で 誘導され る作働細胞の細胞傷害活
性 を比較 した ． また培 養開始 日 ， 培養3 日目 ， 培養 6
日目 また は培養 9 日目 に そ れ ぞれ 1000uノml 濃度 の
rl し2を添加 し た群 を作製し ， 誘導さ れ る作働細胞 の
Table 2． T he dete r min atio n of the optim alrI し2c on c e ntr ationin theinductio n ofC TLs
again st alloge nicbla stoid lym Pho cyte s
c。nC慧孟ti。n Targetc ells









































pく0．0 1 井pく0．0 5
P B Lsfro m2 皿 ale s a nd 3 fem ale s of he althy adults w e r e cult r ed wi than equaln u mbe r of
al logemic hu m an1ynpho cyte s which w e repretr e ated wi th 5 0FLglml M M C，37て，1 hr． T he
v ario u s c o n ce ntr ation s ofrIL－2 w e r ete sted for the in du ctio n of C T Ls a si皿dic ated． Ea ch
data w a s e x amin ed at O，6 and ll days afte rthe c ultu r e a nd e a ch sho w s m e a n士S ．D ． ． T he
CytOtOXic a ctivitie s w erete sted by u singspe ci丘c
机Cr rele a s e a s 8 ayfbr 4 hr s at EPI
l
r atio of
2 0Il． ホ pく0．05and
榊
pく0．0 1co mpared wi the a ch cytoto xicity at dayO by unpairedt te st．
ギpく0．0 1 by u npair edt te st w a s sho wnbetw ee nC T Lcytoto xicity atday6 a nd thatatday
ll．
Table 3． T he determin ation oftheinoculatio ntim e ofrI L－2 wi th the C T L inductio n again st alogenic blastoid
lympbo cybs
豊富慧霊芝品空言n Ta rgetc eu8
％ CytDtDXicityin cultu re
DayO Day6 Dayll Day18 Day27
DayO Al logeniclymphocyte
Da ud i



















2 4．2 士1 1．
5 3．4 士1 1．0轟 竃灘
2 0．6 士 7．3
4 0．7 士13．1疇 ＋





2 9．2 士 臥3
2 0．7 士 5．7
2 4．9士13．4一議












1 7．5士 7．2 2 5．9 士15． 1 1．9 土 4．6 2．4 士1．8





P B Ls from 2 m ale s and 3 fem ale8 0f heal t hy ad ul t8 W ere Cultured wi th al logenic hu皿 a nlym phocytes which w e re
pretr eated wi th 50FLghnl M MC，3 7て，1 hr． Cultu res w ere added l O O Oul miofrIL－2 at O，3，6 0r9 days aftert he
Cul tur e－ EaqhdBta WaSOb tain edat O，6，1 1，1 8aLnd27days a鮎 r the cul ture a ndea chshow s m e an士S．D． ． CytotDXic
activities again st al logenic blastoid lymPhocyte8 W er teSted by u sing spe ciAc
6 1Cr relea se as say for 4 hrs at
ratio of 2 0 Il． 轟 pく0．0 5，
疇 轟
pく0，0 1and 榊 匹 0．00 1compar ed wi theachcytotoxicity at dayOby unpaired t test． 灘
Pく0．01by un paired t testw assho w nbetw eenL A Ecytotoxicityat day6 a nd thatat dayll．
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細胞傷害活性の 推移 を検討 した ．
rlし2 の添加濃度 に 関 して は ， 細胞傷害活性 は培養
6 日目 に は各群 と も ほ ぼ同様な値 を示 した が 培養11 日
目で は 100uノml で培養 した 群の み が有意くpく 0． 051
な活性の増大 を認め た く表 21． また ， rI し2 の添加時
期 に関 して は ， 培養開始 日 ， 培養 3 日目 ， 培養 6 日目
に rIL－2 を 10 00ulml濃度で 添加 し た群 の CTL 活性
は培養後1 1日目 ま た は18 日目 に 有意くpく0．0引 な増大
を認め たが ， 各群 間に は CTL 活性 の有意差 は認 め ら
れ な か っ た ． 培 養9 日目 に 添加 した 群で は培養期間中
有意 な C T L活性誘導は み られ なか っ た ． 一 方 ， rI し2
1000uノml を培養開始 日 に 添加 した 群に 比 べ て 培養 6
日目 に添加 した 群の L A K活性 の最大値 は有意 くpく
0．0 1 に 低下 し て い た く表 3ナ．
a
1 0 2 0 3 0 4 0
D8Y8 in c ultu re
■ AIIo genic bl8 9tOid lYmPho cYte 9くC Tい
1 D8ud iGd lsくL A KI

























ホ ホホ pく0．0 1
1 0 2 0 30 4 0
D8Y8 in culture
2 ． 培 養日数
男性 8名 ， 女性5 名の 健常人 ま た は 胃痛患者20名お
よ び 大腸癌患者11名 く男性21名 ， 女性10名 ， 平均 年令
50．8歳1 の P B L より 非自己 ヒ ト リ ン パ 球 に 対 す る
CT L誘導 を行う際 に ， rIL－2 1000ulml濃度 で 培養6
日日 に 添加培養 し ， 生細胞数お よ び 細胞傷害活性 の 経











10 20 30 4 0
D8Y9 in cu圧u帽
ホ Pく0．05 輌 pく0．01
Fig． 3． The cha nge s of im m u n ol gl C al pa r a m
－
eters with the effe cto r c ells again st allogenic
bla stoid lym pho cyte s． P B Lsfr o m8 m ale s a nd
5 fe m ales of he althy adults， a nd the patie nts
with v a rio u s stage s of 20ga stric c a n c e r a nd
llc olo nic c a n c e rw ere stim ulated with an
equ al n u mber of alloge nic hu m a nlym pho cytes
which w e repr etr e ated with 50JL glml M M C，
37
0
C， 1hr． Allc ultu re s w e r e c a rried o utin the
pr es enc e of lOOOulml of rI L－2－ al C ha nges
of ％ pr olife ratio n of the effe cto r c ells in the
c ultu r e with rI L－2． Ea ch data sho w s m ea n士
S．D． ． blC ha nge s with the cytoto xic a ctivities
of effe cto r c ells again st alloge nic bla stoid
lym pho cyte s， Da udicells， K
－562c e11s and G C
l O14 88c ells． T he cytoto xic a ctivities w er e
e x amin ed with spe cific
51Cr rele a s e ass ay for
4hrs at EノT r atio of 2011． Ea ch data sho w s
m e an 士S． D ．
＋
pく0．05c om pa r ed with NK
cytotoxicity at day 6 by u npair ed t te
st．
轟 ホ
pく0．01c o mpa r ed with CT Lcytoto xicity
at
day 6 by u npair ed t te st． cI C ha nges of the
s u rfa c e m a rke rs of the c ultu r ed c e11s． Each
data w a s obtain ed at 6， 11， 18， 27a nd 37 days
afte rthe c ultu r ea nd r epr e se nts m ea n士S－D． ．
ホ
pく0．05co mpa r ed with ％C D4＋ c els atday O
by u npaired t te st．
事 ホ
pく0．01 c o mpa red
with ％C D 3＋c e11s by u npaired t te st．
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して培養 6 日目 に70．0 士1 0．1％ ， 培 養1 0日日71．8士
5．0％と約70％ に 減少 した ． し か し ， こ の 後 次第 に 増
加 し始 め ， 培 養1 8日 目96．8士 25． 1％ ， 培 養2 7日 目
145．8士38．2％と 培養27日 目迄 に 細胞数 の 増加 が認 め
られ た ． 以 後培養37日目に は121．2 士1 3．9％ で 生細胞
数の 増加 は認 め ら れ な か っ た く図 3al． N重く 活性 ，
L A K活性 ， G C lO1488に 対す る各細胞傷害活性 は そ
れ ぞれ培養11日目に 高値 を示 し以 後減少す る の に 対 し
て ， CT L活性は培養 6 日目 よ り次第 に 増加 し ， 培養
27 日目 に は33．5士 1．6％と有意くpく 0．0い な増加 を認
めた く図 3bナ．
3 ． 作働細胞 の 表面抗原 の 解析
誘導され た作働細胞 の 表面抗原 を解析す る と
，
培養
約10 日目よ り C D 3 ＋細胞が有意くpく0．0引 に 増加 し ，
培養18 日目に は約9 0％の細胞が C D 3＋ の T細胞 で 占
めら れ るよ う に な っ た ． C D 4＋ 細胞 は培養約10日 目迄
に 増加 を示 し ， 培養2 7日目 に は約60％ と な っ た くpく
0．01． C D 8＋ 細胞 は培養10日日頃 よ り次第 に 増加 し
培養27 日目に は約40％と な っ た ． C D 8＋11b一紙胞 は
培養10 日 頃よ り経時的 に 増加 し た ． C D 8＋11b＋ 細
胞 は培養20 日目に 約13％で あ っ た が ， 以 後次第に 低下
した く図 3cI．
4 ． 担癌患者病期別 C T L活性
胃癌取り扱 い 規約101お よ び大腸癌取 り扱い 規約
II
に
定め る組織学的進行程度判定基準に 従 っ て ， 上記 の担
癌患者31名の そ れ ぞ れ に つ い て病 期くstagel を決 め ，
各患者の 病期く病期I ll名 ， 病期工1 6名 ， 病期m 5名 ，
病期1Vまた は V 9名Jと ， P B L よ り培養27 日目 に誘導
され る C T L活性と の 関係に つ い て 検討 した ．
正 常人 と各病期群間の 個体 に は有意差 を認め な か っ
た ． しか し病 期押 また は V の 患者の C T L活性 は他の
群の 患者の C T L活性 と比 較し て 低値の 傾向が み られ
た く図 4ト
5 ． SL よ り誘導 した C T L活性
男性3名 ， 女性3名 の胃癌患者く平均年令37．7掛 か
ら 分離 し た S Lよ り非自己 ヒ ト リ ン パ 球 に 対 す る
C T L を誘導し ， 同 一 担癌患者の PB L よ り誘導 し た
％ CYt OtO Xicity a9ai憎 t 81log8 nic bl8S 旭idlY m Pho e 椚 eS
















Fig． 4． T he cytoto xic a ctivities again st aloge－
nic bla stoid lym pho cyte s with the P B Ls of
patients with v a rio u s stage s of eithe r 20
gastric c a n cer or ll c olo nic c an c er． P B Ls
fr o m8 m ale s a nd 5 fe m ale s of he althy adults
O rthe patie nts w e re c ultu r ed with a n equ al
n u mbe r of allogenic hu m a nlympho cyte swhich






T he culture s w ere c ar ried o ut in the
pres enc e of lOulml of rI L－2． A fte r27 day
C ultu re， the cytoto xic a ctivitie s of effe cto r
C ells w e r e e x a min ed with spe cific
51Cr rele a se
a ss ay fo r4hr s at EノT r atio of 20Jl． Ea ch
data sho w s m e a n士S．D． ．
Table 4． T he C T L indu ctio n with sple e nlym pho cyte s
against a1loge nic bla stoid lympho cytes after 2 7 days of
M L C
Re spo nde r
％ Cytoto xicity against
allogenicbla stoidl ympho cyte s
O nday2 7 in c ultu r e
Sple e nlymPho cyte s




Sple e nlympho cyte s a nd P B Ls 丘o m the v a rio us stage s of
patie nts in cluding 3 m ale s a nd 3 fbm ale s of the ga stric
C a n C e r W e re C ultu red with an equ al n u mbe r ofallogenic
hu m an1ymphocyte s which w er epretr e ated with 50FL glml
M M C， 37 てニ， 1 hr． Al 1c ultu r e s w e r e c a r ried o utin the
pr e se n c e of l OOOuJ miofrI し2． 27 days afte rthe c ultu r e，the
CytOtO Xic a ctivit e s w e r et sted by u sing speci丘c
51Cr rele a se
a s sayfbr4 hr s atEJT r atio of 20Il． Eachdata sho w s m ea n士
S．D． ．
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C T L活性 との 差異 を培養27 日目 に つ い て 検 討 し た ．
C T L活性 は S L， 36．8 士16．8％ ， P B L， 30．3士16．5％
で あ っ た が 両者 に 有意差は み ら れ な か っ た く表 4 ト
王11． 腫瘍細胞 に 対 す る C T L誘導
前述の 至 適培養条件 の も と で ， 胃痛 患者4 名 お よ び
大腸癌患者 4 名く男性 6名 ， 女性 2名 ， 平均 年令48－0
熱 か ら分離 した P B L よ り培養継代胃癌細胞 ， 手術 時
に 採取分離 し た新鮮腫瘍細胞 に 対す る C T L誘導 を試
み た ． 培 養胃癌細胞お よ び新鮮腫瘍細胞 に 対 して 培養
18へ 27 日目に 最 も高値 をと る細胞傷害括性が誘導さ れ
た ． しか も 新鮮腫瘍細胞に 対 し て誘導 し た細胞傷害活
性 は培養胃痛細胞 に 対 して誘導 した細胞傷害活性 よ り
も 高値 で あ っ た く図5う．
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D8Y9 in c ultu r e
Fig． 5． T he cytoto xic a ctivity of I V Seffe cto r
C e11s again st the fr e sh tu m o r c ells a nd G C
O22588c ells． P B Ls from either 4 gastric
C a n C er O r4 c olo nic c a n c erpatie nts w e re
Stimulated with l10 0f a utologo u sfr e sh
tu m o r c ells which w er epr etre ated with lOO
FL gJ
，
mユ M M C， 37
O
C， 1hr． T he c ultu r es w e re
C ar
－ied o ut in the pr e se n c e of lOOOul ml of
rI し2
．
P B Ls fr o m2 m ale s a nd 4 fem ales of
healthy adults a nd the patients of v a rio u s
Stage Sin cluding 6ga stric c a n c e r a nd 3c olo nic
c a n c er w e r e stim ulated with G C O22588c ells
Which w e r epr etre ated with lOOJL glml M M C，
37
O
C， 1hr． Allc ultu r es w e re ca rried o utin the
pr e se n c e oflOOOulml of rILr2． T he cytoto xic
a ctivitie s w er etr e ated by u slng Spe Cific
5
Cr
r eleas ea say fo r4hr s at EIT ratio of 2011．
Ea ch data sho w s m e a n士 S．D． ． pく0．05 co mpa －
r ed with the cytoto xicity again stfre sh tu m o r
C ells atday 6 by u npair edt test．
IV． TI L活 性
胃癌患者 4名 お よ び大腸癌患者 4名く男性 6名 ， 女
性 2名 ， 平均年令48．0歳I に つ き手術時 に 採取 し た標
本 よ り 分離 した T IL をrIL－2く1000ulmlJ 存在下で静
置培糞 し ， 自己 腫瘍 に 対 す る細胞傷害活性くTI L活
性1 を ． NK 活性 ， L A K清性 お よ び G C lO1 488細胞
傷害活性 と比較 した ． TI L活性 は ， 培葦11 日目に 最も
高値 を示 し ， こ の結果 は L A K活性 の 場合 と ほ ぼ 一 致
した く図 6ト
考 察
免疫療法 は悪 性腫瘍患者 に 対す る補助療法の 一 つ で
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Fig． 6． RIL
－2 a ugm e ntated L A Ka ctivities of
TI L． TI Ls fr om various stage s ofthe ga stro
．
inte stin al c a n cer patie nts in cluding 4 ga stric
c an c e r a nd 4 c olo nic c a n c e r w e r ete sted in
this expe rim e nt． T ILs w e r e s epa rated and
pu rified fr o mthe m a ss ofthe ga str ointestin al
c a n c e rtis su e s． T I Ls w er e cult red in the
pr e s e n c e of lOOOulml of rI L－2． T he cytoto xic
a ctivit es again st a utologo u s tu m o r cells，
K －562， Da udia nd G ClO1488c ells w e re e x a
－
min ed with spe cific
5Cr r ele a se a ss ayfo r4hrs
at EIT r atio of 201l． Expe rim e nts w e re
tested at 6， 11， 1 8 a nd 27 days after the
c ultu re． Ea ch data sho w s m ea n士 S．D ． ．
．
pく
0．05c o mpa r ed with N Kcytoto xicity at day 6
by u npair ed t te st．
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r espo n se m odifie r s， B R Ml を患者 に 直接投与す る こ
とが 主体 で あ っ た ． BR M に よる 非特異的抗腫瘍効果
は生体内の各種の 免疫監視機構t2，に 依存 して お り ， 日
常臨床上 ， 担癌患者が末期あ る い は全 身状態不良の場
合， 免疫不全状態 をき た して い る こ とが 多 く抗腫瘍効
果が十分期待 で きな い の が 現実 であ る ． これ らの 患者
の免疫療法 と して ， 抗腫瘍活性 を持 つ リ ン パ 球 を生体
外で大量 に 誘導 し
ほ両刃 担癌生体 へ 戻す ， い わ ゆ る 養 子
免疫療法が注目 を集 めて き た ．
Ro s enberg ら
1 綱 は P B Lを イ ン タ ー ロ イ キ ン 2
くinte rleukin －2，I し21で 活性化 した LA K を療治療 に 応
用 し悪 性黒 色腫 ， 腎癌 ， 大腸癌 な ど で あ る極度の臨床
効果を認 めた と 報告 して い る ． しか し， こ の L A K療
法は rI し2の 大量投与 に よ る血管透過性 の冗進 に よる
障害くcapi11a ry pe r me abilityle ak syndr o m eJが ある
こと ， 実効性の ある抗腰瘍効果 を得 る た め に は 大量 の
L A K細胞 を移 入 す る必要が ある こ と ， LA K に は 自
己腫瘍細胞 に 対 す る特異性が な い こ と ， 腫瘍局所 へ の
集積性が 悪 い こ と な どか ら その 治療効果に は 限界が あ
る と考 えら れ た ．
L A K療法の効果 をさ ら に 高 め る方法 と して TI L療
法が報告さ れ た ． Fishe rら161は皮膚転移 を伴う悪性黒
色腰 の 患者に
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In で標 識 した活性化 丁工L を静脈内に
移入 した と こ ろ ， 24時間以 内に 皮膚転移 の 腫瘍局所 に
移入 丁王L が集積 し は じ め ， そ れ は正 常皮膚組織 に 比
べ 3 へ 4 0倍高率 で あ っ た と報告 し た ． ま た Ro se nbe－
rg ら
1乃 は微小転移 を有す る マ ウ ス の 実験で TI Lを 移
入した際 に その 抗腫瘍効果 は 末梢血 由来 の L A Kと比
較して50倍 か ら100倍の 効果が あ っ た と 報 告 した ． こ
の よう に T王Lの 腫瘍組織 へ の 集積性 と抗腫瘍効果 に
正 の 関係が 認 め られ る こ と か ら T工L は腫瘍抗原 で 特
異的 に 感作 さ れ て い る 可能性 が あ り ， こ の 活性 化
TIL移入療法 は有効 な特異的免疫療法 と し て 期待 さ
れ た
18ト 卿
一 方 ， 抗腫瘍効果 の 高い 腫瘍特異性 を持 つ 感作丁細
胞を生体内お よ び生体外の 実験系 に お い て能動的に 誘
導しよう とす る 試み が な され て き た ． 藤本3－， S hu らS－
はマ ウ ス の 科学誘発 腫 瘍 に 対 し て特異的細胞傷害活性
を有す るT細胞 を誘導し た ． ま た S ha r m a叫 は細片化
腫瘍細胞と リ ン パ 球 を混 合培養 す る こ と に よ っ て
，
Shu ら 印 お よ び C ho u ら8，は 放射線処 理 した腫瘍細胞
を工し2 存在下 で リ ン パ 球 と混合培養す る ， い わ ゆ る
工VS に よ っ て腰瘍感作 丁細胞 を誘導 し抗腫 瘍性 の 増
強お よび T細胞数の増加 を報告 した ． こ の 腫瘍感作 丁
細胞 は腰 瘍 に 対 し て特異的細胞傷 害活性 を有 し ，
C T Lと命名さ れ た ． CT Lの移入 療法 は マ ウ ス の 実験
腫瘍系の 治療 に 効果的で ， ヒ ト癌治療の 補助療法と し
ての 応用 に 大き な期待が集め られ て い る2 5ト 27J
C T L のヒ トで の 臨床応用 に は担癌患者 の リ ン パ 球
を生体外の操作 で 有効な腫瘍細胞傷害活性 を有 す る細
胞 に 誘導 し増殖 させ る 瑚 割 こ とが 不可欠であ る が ， ヒ
ト悪性腫 瘍 に 対 す る C T L誘導の至 適培養条件の 検討
は未 だ十分 に な さ れ て い な い ． そ こ で 本研究 で は
I V S法に よ る ヒ ト C T L誘導に 必 要な諸条件 に つ い て
検討 した ．
現在本邦 で は ， C T L誘導法と し て培養腫瘍細胞 と
P BL に rI し2 を加 え1 へ 2週間培養す る I V S法が 主
に 行 わ れ て お り ， 著者も ま ずこ の 方法 に よ っ て誘導 さ
れ た活性化 丁細胞の性状 を検討し た ． 培養継代胃痛細
胞株 G C O2258 8を M M C処理 し抗原刺激細胞 と して
健常人 の P B L と混合後 ， rI し2 を添加 して11日間培養
を行 っ たの ち に 誘導さ れ た作働細胞 は ， G C O22588 に
対し て細胞傷害活性を示 し たが ， 同時 に N K活性 ，
L A K活性 をも 示 し た ． さ ら に ． こ の G C O22588に 対
す る細胞傷害晴性 は L A K活性と相関係数0．76 9の 有
意な正 の 相関関係 を認 め た こ と か ら
，
こ の11日間 こ の
培 養 で誘導 さ れ た 作働細胞 は C T L よ り は む しろ
L AK であ ろう と推察さ れた ．
そ こ で ， 特異的細胞傷害活性を有す る C T L誘導 を
確認す る た め に は L AK 活性 と C T L溶性 を明確に 区
別 して 検討す る 必要があ る ． す な わ ち
， 誘 導さ れ る
CTL 活性 と L A K活性 を そ れ ぞ れ 区別 す る た め に
C T Lで傷 害さ れ るが L A Kで は傷害さ れ な い 細 胞 を
抗原刺激細胞 と す る の が 理 想的で あ る ． 本研 究 で は抗
原刺激細胞 と して 非自己 の ヒ トリ ン パ 球 を用 い た ． 何
故な ら ば抗原刺激細胞 で あ る リ ン パ 球 を標的細胞 と し
た 場合， L A K は正 常 リ ン パ 球 を傷害しな い の で ， 観
察さ れ る細胞傷害活性は ほ と ん どが CT L活性 と考 え
ら れ る か ら で あ る ． 本 研究 で の 予 備実験 に お い て も
rI L－2 を添加培養 し て 得ら れ る L A K は P H Aで 芽球
化 した ヒ トリ ン パ 球 に 対し細胞傷害活性を有 し な か っ
た ．
も う 一 つ の 問題点と して ， CT Lを用 い た 免疫療法
で は 治療 に 用 い る リ ン パ 球の 量 よ り質が 重 要な 要素 と
な る こ とが あ げ られ る 瑚 ． っ ま り
，
C T Lの 実際 の 治療
効果 く腫瘍 マ ー カ ー の 減 少や 腫瘍 の 縮小 は投与 す る
リ ン パ 球数 に 比 例す る の で はな く
，
む しろ腫瘍 に 対 し
実効性の あ る特異的な C T Lを誘導す る こ と が 重要で
あ る とい え る ． そ こ で本実験で は特異的細胞傷害活性
の 高 い C T L を効果的 に 誘導で き る培養諸条件に つ い
て も詳細 に 検討 した ． ま た従来報告さ れ て き た M L C
に よる C T Lの 誘導で は ， 抗原 刺激細胞と 反 応細胞の
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割合 は 1対 1 が 最適で あ る とさ れ て い る の で ， 本研 究
に お い て も こ れ に 準 じた ．
ま ず r工し2 の 添加時期お よ び 至 過渡度に 関 し て検討
し た 結果 ， rI し2 の 添加濃度 は 1 00uノml が最適 で
あ っ た ． 添加時期 は， r ル 2 を培養開始 日 ， 培養 3 日
目 ， 培養6 日 目の い ずれ の 場合 に 添加 し て も誘導さ れ
る C T L活性 に は有意善が認 め ら れ な か っ た ． ま た培
養 6 日目 に r工し2 を添加 し た場合で は ， 同時 に 測定さ
れ た L A K活性が極め て 低値で あ っ た ． 従 っ て ， 培養
6 日目 に rI し2を添加す る培養方法が最適と考 えら れ
た ．
上 記の r工し2 の 添加条件に て特異的細胞傷害活性の
高い C T L を誘導す る の に 要 す る培養期間 の 検討 を
行 っ た ． 同 一 個体の 健常人 の P B Lを抗原刺激細胞 と
し ， 他個体の 健常人 ， 担癌患者 の P BL を反応細胞 と
し て C T L誘導を試み た結果 ， リ ン パ 球 の 生細胞数 は
培養6 日目に は70％ に ま で減少 し た が ， こ の 後次第に
増加が認 めら れ培養27 日目 に は150％ に 増加 し た ． つ
ま り ， 培養開始初期で は C T L 反応細胞が 抗原感作
くprim a ry s ensitizatio nJ され て い る期間で あり 細胞増
殖 は優位 で は なく ， 抗原感作に 続 い て CT Lの 増殖 反
応が 生 じ C T L活性が増加 して く る と推察 され た ． 培
養リ ン パ 球の N E活性 ， LA K活性 は培養11日目 に 最
も 高値 を示 し続 い て 経時的 に 減弱 す る の に 対 し て ，
C T L活性 は11日目以 降か ら増加 を示 し培養27 日目 に
は有意くpく0．01うな細胞傷害活性が認め ら れ た ． 以 上
の結果よ り N K活性， L A K活性と C T L活性 の 誘導
され る 時期に 明 らか な差異 があ り ， 効果的な C T L誘
導に は N K活性 ， L A K活性 が極 め て 低値 を 示 し
CT L活性が高値 を示 す2 5日 へ 30日 間の 培 養 が最適 で
あ る と い える ．
次に ， こ こ で の M L Cに よ っ て 誘導さ れ た細胞の 表
面抗原 を解析 しリ ン パ 球亜 群 を検討 した と こ ろ ， 培養
開始初期で は C D3＋ の T 細胞 が 優位 で あ り ． 特 に
CD4 ＋ の ヘ ル パ ー T細胞が 有意くpく0．0別 に 増加 して
い た ． C D 8十 の サ プ レ ツ サ ー ノサ イ ト ト キ シ ッ ク T 細
胞は 培養後経時的 に 増加 し ， 特に CD 8十11b－の サイ ト
ト キ シ ッ ク T細胞 は培養10 日日頃 よ り経時的に 増加 し
た ． こ の 成績 よ り培養開始初期 に は ヘ ル パ ー T細胞 が
増加 し ， 以後 は ヘ ル パ ー T細胞 の 作用 で C T L活性 を
有す る サイ ト トキ シ ッ ク T細胞 が誘導され て き た も の
と推察さ れ た ． 抗腫瘍免疫応答 の 成立 に 関 して は ヘ ル
パ ー T 細胞 が 自己主 要組織適合抗原 くm ajo rhisto c o－
m patibilityc o mplex， M H Clと腫瘍抗原 を認識 し活性
化 叫 さ れ ， 種 々 の サ イ ト カ イ ン が 産生 さ れ ， C T L，
NK， マ イ ク ロ フ ァ ー ジな どの 活性化 が生 じ腫瘍細胞
を破壊す ると 想定さ れ ， 著者の 成績 に も ー 致 す る もの
で あ っ た ．
次 に ， 非自 己 リ ン パ 球 に 対す る C TL 誘導と同様な
機構 で腫瘍細胞 に 対 す る C T L誘導可能 と想定し ， 本
研究 で得 ら れ た 至適培養条件の も とで 手術時 に 採取分
離し た新鮮腫瘍細胞 ， 培 養継代腫瘍細胞株 に 対 して実
効力の あ る C T Lの 誘 導 を試 み た ． 誘導さ れ た作働細
胞 は27日 間の 培養 で抗原 と して 用 い た刺激細胞 に 対し
て 有効な細胞傷害活性を 示 したが ， 新鮮腫瘍細胞 を刺
激細胞と した 場合 ， よ り 有効 な細胞傷害活性 を持 つ
C T L が誘導さ れ た ． こ の 培養2 7日目 に 誘導さ れ た作
働細胞の N E．， L A K活性 は低値を 示 し ， また 他の 培養
胃癌細胞 に 対す る傷害活性も低値 で あ っ た の で ， 本研
究 に お い て観察 され た腫 瘍細胞傷害活性 は C T L活性
その も の か ， C T L活性 に 極 めて 類似 し た も の で あ る
と考 え ら れ た ． ま た CT L誘導 に あた っ て は ， 培養継
代胃癌細胞株 を刺激細胞 と し て用 い た場合 ， 表面抗原
性 ， 特 に M H C抗原の 継代的変化で 反応細胞 の腰瘍細
胞認識 は 正常 と 異な る と推定 され ， 刺激細胞 と して は
表面抗原性 の変化が比 較的少 な い 新鮮 な腫瘍細胞が最
適で あ る 事は 当然と 予想 さ れ る ． 事実 ， 培養胃癌細胞
表面の ク ラ ス 工 抗原 を分析し た結果 ， 今 回用 い た G C
O22588細胞 の ク ラ ス 工抗原 は ほ と ん ど発現 さ れ て い
なか っ た ．
担痛患者の病期別の C T L誘導能の差異 を検討する
と ， 病期II ト V な どの 担癌患者の P B Lか ら も細胞傷
害活性 に は個々 の 遠 い は認め られ る が C T L誘導が可
能 で あ っ た ． ま た SL を 材料 と し て誘導 さ れ た C T L
活性 を同個体 の P B Lの 場合 と比較 した 結果， い ずれ
の 場合 に も有効 な C T L は誘導可能 で あ り ， 両者の 活
性 に は有意差 が認 め られ な か っ た ． 従 っ て 手術時に肺
臓 を摘出で き れ ば牌臓 よ り大量 の リ ン パ 球が 分離可能
で あ り
，
P B L を材料と した 場合と同等 の 活性が期待
で き る の で 術後 の 義 子 免疫療法 を行う際 に 有力な リ ン
パ 球供給源と な り う る こ と を 示唆 し た ．
T工Lの 自家腫瘍 に 対す る活性 も r工し2 添加培養 に
よ っ て 誘導 で き た が ． こ の 活性化 TI Lは 同時に N K，
L A 王く活性 を も有 し た ， ま た 自家腫瘍 に 対 す る 活性は
L A K活性と ほ ぼ同値で あ っ た 結果か ら， 誘 導さ れ た
作働細胞 は T I L－LA Kと推察さ れ た ． 従 っ て 本研究に
お い て は T工Lを r工し2 で 単独刺激 し特異的細胞傷害
活性 を持 つ C T Lを誘導す る こ と は で き な か っ た ■
今 回 C T Lの 臨床 へ の 応用 を目的と し実効力の 認め
ら れ る C T L誘導の 培養条件 に つ き 主に 作働細胞の 細
胞傷害活性 の 面か ら検討 し た が ， 今後 ま だ多く の 未解
決 の 問題点が残さ れ て い る ． 作働細胞 の リ ン パ 球 を亜
特異的細胞傷害性丁稚胞の誘導
群の 詳細 な分析 ， 抗原特異性 の 問題 ， 種 々 の サイ トカ
イ ン と の 関係 ， 作働細胞の 大量培養法 の 確立 ， また 刺
激細胞 で ある 自己 腫瘍細胞 の 十分 な 量 の 入 手 ， C T L
反復投与 に 不可欠な腫瘍細胞 の 長期間 の維持の 方法な
どが解決 され ね ば な らな い 0 し か し本研究 に 示 した 如
く ， 自家癌 に 対 し有効な細胞傷害活性 を有す る C T L
の 誘導が 可能と考 え られ ， C T L療法 の 臨床応用 は癌
に対す る有望な治療法 の 一 つ と し て 大 き く 期待 さ れ
る ．
結 論
胃癌， 大腸癌患者 に 対 す る 術後補助療法 と し て
C T L の臨床応用 を 目的に ， 担癌患者 の 末梢血リ ン パ
球を は じ め と す る 各種 リ ン パ 球 か ら 工V S に よ り
C T L を誘導 す る培養実験 を行い ， 以下 の 結論 を得た ．
1 ． 健常人 末梢血 リ ン パ 球 か ら11日 間の 工V Sで 得
られ た作働細胞 は抗原刺激細胞 と し た培養腫瘍細胞 に
対 し て 細胞傷 害活性 を 示 し た が ， 同 時 に K－562，
Da udiに 対 して も細胞傷害活性 を示 し た ． 従 っ て 11日
間の 培養で誘導さ れ た作働細胞 は C T L とい う よ り は
むしろ L A Kで あ る可能性が 示 唆さ れ た ．
2 ． N K， L A K活性 と C T L活性 を区別 す る た め ，
L A E で は傷害さ れ な い 非自 己 ヒ ト リ ン パ 球 を抗原刺
激細胞 に 用い ， 健常人 ま た は担癌患者の 末梢血リ ン パ
球を反応細胞 と して C T L を誘導す る際の 培養条件 に
つ き検討 した ． そ の 結果 ， r王L－2 を 1000uノml の濃度 で
培養6 日目に 添加 し25 日へ 30日間の 培養を行う方法が最
も効果的であっ た ．
3 ， 前述の 至 適培養条件の も と で健 常人 ， 担癌 患者
の末棉血 リ ン パ 球か ら腫瘍細胞 に 対す る C T L誘導を
試み たと こ ろ ， 27日 間の 培養 で 誘導さ れ た作働細胞 は
抗原刺激細胞 と し た自家腰癌細胞に 対 して 有意な傷害
活性を示 す が ， N K， L A K活性 は低値 を と るC T Lに 極
めて類似の T細胞が誘導され た ．
4 ． 非自己 ヒ ト ン バ 球 に 対 して誘導さ れ た作働細胞
の 表面抗原の 解析 に よ り ， C T L活 性 を有 す る の は
C D 8＋ のサ イ ト トキ シ ッ ク T細胞 で あ る こ とが 推察 さ
れた ．
5 一 病期工1 ト Vの 担癌患者の 末輸 血 か ら も細胞傷害
活性に 差は あ る も の の ， C T Lを 誘導す る こ と は 可能
であっ た ．
6 ． 脾臓 リ ン パ 球 か ら も有効 な C T L が誘導可能
であり
， 有効 な リ ン パ 球源と な り う る こ と が 示唆 され
た ．
7 ． T工Lに r王し2 を添加培養す る こ と で自家腰瘍 に
対す る L A K活性 も誘導で き たが ， 自家腫瘍特異的細
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胞傷害活性は確認で き な か っ た ．
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Abstract
Ithasbeen reported thatlymphokine activ ated killerくLAKJc ells hav e se veraln o n－SpeCific cyto－
toxic activities agalnStV ario us t um Or Celsin cluding autol gous t um Or Cells and sev eralestablished
tum or c ell lin es． Ho w e v e r， theinduction ofcytoto xic T lymPhocytesくCT Lsl， Which aretho ught to
have ahigherdegre e ofcytotoxic activity against autologous tu m or cells 血 anrePOrted withL AK
cells，is sti11required for adoptl Veirr m un 0therapyin h um angaStrOintestinalc an CerPatie nts． In 血is
study， an atte mpt W aS m ade toinduceh um anCT Ls agalnSta utOlogo us c an Cer Ce11s by uslnglnvitro
SenSitizationく王V Sl． T basc ertain the optim um C ulture c ondidon s， S u Ch asthe c onc enけation ofrI し2
and the c ulturetim e， the mix ed lymphocyte c ultureくM LCIw as c ar ried outatfirst． Highcytotoxic
activity against alogeniclymphoblastoidc ells w as observ ed withc ultured cellsin the presen ce of
l00 OuJmlofrm －2． The additio n ofrI し 2 intothe culture m ediu m w asthe m ost e蝕ctive6 days after
C ulttue． N K and L A KactlVlty Of the cultured cells wa shighest atlOdays and there afterdecreased to
undetectablelev els at14days， While CT Ls actl Vlty gradualyin creased fro m7 days and the highest
activlty W aS Sho w n at2 5
－30days． Signific an tly CD 4＋ Ce11s， the helperT cells， Wer eObserved
tx5tW ee nday5 and daylOofculture． T be nCD8＋ Ce11s， CT Ls， gradual ly increasedto40 ％ofthe cul
－
turedcells on day37 0fculture． T hese results sug gesthatCT Ls haveongln ated di 鮎rentially fro m
theprec ur SOr Ce11populations ofeither N Kcells orL AK cells－ T he C T Ls agaln Sthe a utologou s
tu m orcells w ere alsogen erated by thes am em ethods astho se obse rv ed wi th M LC－ T hus， CT Ls w er e
e飽ctively generatedby the c ultureofperipheralblood lym phocytesくP B LsJor spleen cells fro m 血e
patie ntswith the gastrointestinalc an Cer and lysedaut o10gOu S t um Or Cells with high cytotoxic acti vity，
buttheseCT Lsdidn otlysethe allogemic t um Or Cels ofsev eralestablishedc ulturedlines． Sev eral
investigatorshave r eported that t um Orin丘1tratinglymphocytesくTI LsJ were s ensi tizedby autol gous




Calylysed autol gous t um Or Ce11s． In thepresent w ork， a n att e mpt W a S alsom ade togene rateC T Ls
fro mTms purified fro m the m ass of the gastrointestinalc an Certissu es－ h the present experim ent，
rIL－2Jc o uld in duc ehighcytoto xic activity againsthe auto10gO uS tum O r C ellsbutthese activatedTI Ls，
alsolysedK －562 and Daudice11s． T hese resultsindic ated thatT ILs cultured withrI L－2had a bro ad
CytOtOXic actlVlty agamStV ario ustu mor cells， indicatLng that the stim ulated T ILs w ere L AK cells
ratherthanCT Ls．
